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Resumen y Abstract  IX 
 
Resumen 
El complejo picudo del aguacate Persea americana, conformado por las especies Heilipus 
lauri Boheman, Heilipus trifasciarus Fabricius, Heilipus elegans Guerin-Menéville, es 
considerada una de las plagas más limitante del cultivo en Colombia, debido a la 
sincronización temporal entre los estadíos  de  desarrollo de la  plaga y su hospedero, su 
distribución como barrenadores de fruto, y su impacto económico. El presente trabajo tuvo 
como objeto discriminar, mediante el análisis de secuencia del gen COI, las especies que 
conforman el complejo picudo del aguacate; aspecto esencial para el monitoreo adecuado 
e implementación de estrategias de manejo. Se realizó extracción de ADN para la 
amplificación y secuenciación de una región del gen citocromo oxidasa I. Se identificaron 
con el patrón de manchas y el color del cuerpo, caracteres morfológicos externos. Se 
realizó un análisis de secuencias de una región del gen citocromo oxidasa I. Se llevaron a 
cabo análisis filogenéticos empleando los métodos de máxima verosimilitud con el modelo 
General time reverse y el método Neighbor-Joining empleando el parámetro 3 de Tamura. 
Con los datos moleculares establecieron todas las especies de Hellipus forman grupos 
monofileticos. El marcador usado muestra coherencia con la discriminación realizada con 
taxonomía clásica y morfología. Dentro de H. Lauri no se observó divergencia por patrón 
de coloración u origen geográfico y eso a que esta especie tiene un haplotipo dominante, 
presente en todas las localidades. Con los datos moleculares obtenidos se encontró que 
el análisis de secuencias de la región COI fue una herramienta útil para establecer las 
relaciones filogenéticas a nivel de especie. 
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The “picudo” complex of the Persea american avocado, consisting of the species Heilipus 
lauri Boheman, Heilipus trifasciarus Fabricius, Heilipus elegans Guerin-Méneville, is 
considered one of the most limiting avocado crop pest in Colombia, due to time 
synchronization between the stages of development of the pest and its host, its distribution 
as fruit borers, and its economic impact. The morphological characterization based on 
characters of the elytra coloring and body size, is ambiguous and makes difficult to correctly 
identify the species of the complex. The aim of the work is to discriminate, by analyzing the 
COI gene sequence, the species that make up the “picudo” complex of the avocado which 
is an essential aspect for the proper monitoring and implementation of management 
strategies. Samples of the species that make up the complex were collected in the 
departments of Antioquia, Caldas, Quindío, Tolima, Cauca and Valle del Cauca. DNA 
extraction was performed for amplification and sequencing of a gene region of cytochrome 
oxidase I. They were identified according to the staining pattern and color of the body, 
external morphological characters. A sequence analysis of a region of cytochrome oxidase 
gene was I was done. Phylogenetic analyzes were performed by using maximum likelihood 
methods with the General time reverse and the Neighbor-Joining method using parameter 
3 of Tamura. Molecular data established that all species of Heilipus make monophyletic 
groups. The marker used shows consistency with discrimination practiced with classical 
taxonomy and morphology. In Lauri H. no divergence was shown in coloring or 
geographical origin and that is because this species has a dominant haplotype present in 
all locations. The molecular database obtained allowed revealing that sequence analysis 
of the COI region was a useful tool to establish the phylogenetic relationships at the species 
level. 
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El aguacate Persea americana Mill, es una fruta tropical con creciente aceptación entre los 
consumidores, gracias a su contenido nutricional y a las diferentes opciones que ofrece 
para el consumo fresco y procesado (Caicedo, Arévalo, & Fernanda, Luisa González, 
Mercedes del Pilar, Niño, María Fernanda Díaz, Benavides, 2014; MADR, 2014). Es una 
fruta que tiene alta demanda debido a su sabor y múltiples usos, en la industria alimenticia, 
como en la cosmética y farmacéutica, además, tiene cualidades nutracéuticas (Estrada 
et al., 2014).   
 
El aguacate se produce en los cinco continentes, en países tropicales y subtropicales, los 
mayores cultivos se encuentran en América, destacándose México como el primer 
productor mundial, seguido de Chile, República Dominicana, Estados Unidos (California y 
La Florida), Colombia, Perú, Brasil y Guatemala, entre otros (Estrada et al., 2014; FAO, 
2012). En el ámbito mundial, los principales países importadores en su orden son: Estados 
Unidos, Francia, Países Bajos, Japón, Reino Unido, Alemania, Canadá, España y El 
Salvador (Estrada et al., 2014). El aumento más importante en el consumo se dio en países 
como Estados Unidos, Francia, Alemania, y España (Gómez, 2014). 
 
En los últimos años el país ha tenido un crecimiento significativo en términos de 
producción, lo cual le permitió escalar del séptimo lugar en 2008 al quinto lugar en 2012 
en cuanto a producción y área cultivada (Gómez, 2014).Para 2014 se estimó que el área 
sembrada de aguacate en Colombia, alcanzó 28.000 hectáreas, con una producción de 
250.000 toneladas. Se destacan incrementos notables en rendimientos, atribuibles a 
mejores condiciones climáticas (MADR, 2014). En el marco de los recientes tratados de 
libre comercio, en el que Colombia tiene gran potencial como productor y exportador de 
frutas y vegetales frescos hacia destinos como Estados Unidos,  es necesario superar las 
restricciones fitosanitarias que limitan el comercio, específicamente para la exportación de 
este producto (Caicedo et al., 2014; MADR Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 
2006; Proexport, 2011).Durante los últimos 10 años, Colombia ha incrementado el área de 
2 Introducción 
 
siembra de aguacate, lo que ha conllevado a que las especies-plaga que afectan su 
producción, como son el pasador del fruto Stenoma catenifer, y los barrenadores Heilipus 
lauri Boheman y Heilipus trifasciatus (Fabicus) (Coleoptera: Curculionidae), se observen 
con mayor frecuencia. Estas especies han sido declaradas como cuarentenarias, de 
acuerdo con el análisis de riesgos realizado por el Departamento de Agricultura de los 
Estados Unidos (Caicedo et al., 2014). 
 
La detección temprana y oportuna de las especies cuarentenarias en los principales 
núcleos productivos del país son la base de respaldo técnico-científico del estatus 
fitosanitario nacional e internacional (Caicedo et al., 2014; CIPF & Fitosanitaria, 2005). De 
acuerdo con las normas de mercado de Estados Unidos, se requiere la declaratoria de 
sitios de producción libres de plagas cuarentenarias de aguacate (Caicedo et al., 2014; 
CIPF & Fitosanitaria, 2005).  
 
Heilipus es el género con el mayor número de especies asociadas a aguacate; se reportan 
ocho especies en el continente americano: H. apiatus Oliver, H. lauri Boheman, H. 
albopictus Champion, H. pittieri Barber, H. trifasciatus Fabricius, H. eleganss Guerin-
Menéville, H. catagraphus Germar y H. rufipes Perty. Las larvas y adultos se alimentan de 
tallos, ramas y frutos, destruyéndolos en su totalidad (Carabalí, 2013; Castañeda-Vildózola 
et al., 2007). Estos picudos pertenecen a la familia Curculionidae, la cual comprende un 
número importante de especies que atacan diversas especies frutícolas; tienen 
metamorfosis completa: huevo-larva-pupa y adulto (Bernal & Diaz CA, 2005). 
 
En Colombia, (Rubio G., Posada F., Osorio L., Vallejo E., & López N., 2009) identificaron 
a H. elegans alimentándose de la corteza del tallo de aguacate.  
 
A pesar de su importancia como plagas de frutales tropicales (Lauraceae y Anonaceae), 
se tiene un amplio desconocimiento de este grupo de especies del genero Heilipus insectos 
(Castañeda-Vildózola et al., 2007), no se conocen estudios a nivel de identificación 
molecular que permitan conocer la filogenia de las especies que lo conforman los cuales 
se consideran como especies plaga de gran importancia en Colombia. De las especies del 
genero Heilipus spp. Considerados como especies plaga de gran importancia en Colombia, 
no se conocen estudios a nivel de identificación molecular que permitan conocer la 




El presente tuvo como objetivo la identificación molecular del complejo de picudos Heilipus 
spp. (Coleoptera: Curculionidae), brindando herramientas que puedan contribuir a la 
diferenciación de especies de Heilipus, que afectan el cultivo de aguacate, mediante el 






Identificar molecularmente el complejo picudos Heilipus spp. (Coleoptera: Curculionidae) 




Evaluar metodologías de extracción de ADN de curculiónidos. 
 
Establecer relaciones genéticas entre las especies de Heilipus spp. 
 






1. Estado del arte 
1.1 El cultivo de Aguacate  
El origen del aguacate como especie frutal de acuerdo con (Williams, 1977) tuvo lugar en 
las partes altas del Centro y Oriente de México y Guatemala. Este frutal se dispersó desde 
México hasta el Perú en el período precolombino y fue domesticado por los Aztecas; es de 
anotar que en Suramérica sólo se conocía en la región oriental, comprendida entre la Sierra 
Nevada de Santa Marta en Colombia y el Norte de Chile (Téliz, 2000). 
 
Este es un árbol que en condiciones naturales puede sobrepasar los 10 m de altura, con 
una copa amplia, cuyo diámetro puede sobrepasar 25 m en un árbol adulto. Los árboles 
especialmente en su medio ambiente nativo, pueden alcanzar alturas que superan los 30 
m. En los subtrópicos los árboles pueden alcanzar más de 10 a 15 m de altura, pero 
normalmente son mantenidos a no más de 7 u 8 m, mediante podas periódicas, debido a 
las dificultades que una mayor altura representa en el manejo fitosanitario y las labores de 
cosecha (Bernal et al., 2014). Las hojas son alternas, de color verde oscuro y brillante por 
el haz; son blanquecinas por el envés y tienen formas tales lanceoladas, elípticas, ovales, 
ovales u ovadas (Morton Julia F., 1987). El fruto es de forma de pera y continúa para 
agrandar su tamaño, mientras que en el árbol; sólo se madure por completo después de 
la cosecha. La parte comestible de la fruta es una gruesa capa de pulpa de color amarillo 
verdoso. La carne es aceitosa de color amarillo verdoso con consistencia similar a la 
mantequilla firme y contiene buenas proporciones, tanto el aceite y las proteínas (Knight 
RJ Jr, 2002). La planta de aguacate se ha extendido muy rápido a muchas partes del 
mundo debido a su valor nutritivo, la preferencia por la fruta como alimento y el uso de 
varias de sus partes con fines medicinales (Campbell CW, 1976; Morton Julia F., 1987). 
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1.2 Contexto Productivo del aguacate en Colombia  
En general, el aguacate que se cultiva en Colombia corresponde a las razas Antillana, 
guatemalteca o mexicana e híbridos entre ellas, Las variedades más cultivadas en 
Colombia son Lorena, Trinidad, Booth-8, Fuerte, Hass, Trapo, Santana, Colinred y Ettinger 
(ASOHOFRUCOL, HORTIFRUTICOLA, & PRODUCTIVA, 2013). 
 
Su cultivo se comporta muy bien en alturas superiores a los 500 m.s.n.m hasta llegar a los 
2500 m.s.n.m. (dependiendo de las variedades cultivadas), (Bernal & Diaz CA, 2005). En 
cuanto a precipitación, se considera que 1200 milímetros anuales bien distribuidos son 
suficientes para obtener una buena producción (ASOHOFRUCOL et al., 2013). El área 
cosechada en Colombia de aguacate corresponden a un total de 32,066 hectáreas 
cosechadas en 2013, a su vez una producción de 303,352 toneladas, en cuanto al 
rendimiento fue de 9,5 ton/has representando un incremento importante que responde 
principalmente a la demanda del mercado internacional (Agronet Ministerio de Agricultura, 
2013).   
 
En Colombia la estructura productiva se divide en 4 grandes grupos distribuidos así:  
 
 Costa Atlántica: Bolívar, Sucre, César y Magdalena  
 Centro-Occidente (Eje-cafetero): Antioquia, Caldas, Risaralda, Quindío y Valle del 
Cauca 
 Centro-Sur: Tolima, Huila, Cauca 
 Centro-Oriente: Santander, Norte de Santander, Boyacá́ y Cundinamarca  
 
Los departamentos con mayor participación nacional son: Tolima con aproximadamente 
21% (63,224 ton), Antioquia 16% (47,941 ton), Caldas 13% (39,733 ton) Bolívar 10% 
(30,248 ton), Santander 9% (27.422 ton), Valle del Cauca 7% (22,959 ton), Cesar 5% 
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Figura 1. Distribución Departamental de la producción de Aguacate 2013. 
(ASOHOFRUCOL et al., 2013). 
 
 
En el último quinquenio, la producción aumentado en los principales departamentos 
(especialmente Tolima y Antioquia) salvo a Bolívar que desciende por los 
problemas fitosanitarios que se presentan en la zona (ASOHOFRUCOL et al., 
2013).  
 
En la actualidad la constante demanda de aguacate se concentra principalmente 
en ocho países (Estados Unidos, Francia, Reino Unido, Países Bajos, Alemania, 
Canadá, Bélgica-Luxemburgo, El Salvador y Japón), representando Estados 
unidos una demanda de más del 40% del mercado internacional. Colombia gracias 
a las diferentes zonas de producción, altitudes y variedades disponibles de 
aguacate puede abastecer el mercado internacional durante todo el año, lo cual 
permite el crecimiento y fortalecimiento económico de la cadena productiva del 
Aguacate (ASOHOFRUCOL et al., 2013). 
 
Desde el 2013 el Instituto Colombiano Agropecuario, ICA inició el proceso de 
apertura del mercado de los Estados Unidos, por su cercanía, crecimiento en el 
consumo y aumento en los precios, lo cual hace un mercado atractivo para los 
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1.3 Familia Curculionidae 
La familia Curculionidae es una familia muy grande e importante de escarabajos. En ella 
se encuentra el mayor número de especies (aproximadamente 50.000) en el orden 
Coleoptera (Csóka, Kovács, & Erdészeti Tudományos Intézet (Hungary), 1999). La 
mayoría tiene un rostro pronunciado y son llamados escarabajos picudos. Casi todos son 
fitófagos con una amplia gama de historias de vida y morfologías (Csóka et al., 1999).  
 
Muchas especies excavan túneles característicos en la corteza de los árboles llamados 
“galerías”. En algunos casos los adultos excavan cámaras de apareamiento y ponen sus 
huevos en estas galerías. Las larvas para alimentarse salen de estas galerías que forman 
patrones específicos de la especie. El tamaño y la forma de la galería se pueden utilizar 
para identificar con éxito las especies de escarabajos (Csóka et al., 1999).  
 
Se han reconocido hasta 33 subfamilias en Norteamérica. Su importancia agrícola es muy 
marcada tanto en cultivos como en productos almacenados, donde se conocen como 
gorgojos (Serna Cardona, 1996). La especificidad hacia un grupo de hospederos, permite 
que se presente la formación de complejos de insectos que comparten el mismo recurso 
alimenticio y debido a diferencias drásticas en la calidad y cantidad de alimento disponible 
para la larva, pueden exhibir un polimorfismo de gran tamaño, que conduce a la confusión 
acerca de la identidad de las especies (Duque, Vallejo, Lerma, Espinosa, & Florez, 2014; 
Forrest Howard, Dave Moore, James W. Amrine Jr, Eric H. Erickson Jr, Robin M. Giblin-
Davis, Reynaldo G. Aba, 2001). 
1.4 Complejo de picudos del aguacate 
Dentro de los insectos plaga de importancia económica para el aguacate, se encuentran 
los barrenadores del género Heilipus (Alarcón, Arévalo, Díaz, Galindo, & Mercedes, 2012; 
Rubio G. et al., 2009). Estos barrenadores pueden atacar diferentes partes de la planta: 
hojas, tallo, frutos o raíz (Alarcón et al., 2012; Castañeda-Vildózola et al., 2007), Rubio et 
al (2009) indica que H. elegans cumple el ciclo de vida asociado a los tejidos de la planta.  
 
En general, muestran patrones de coloración y de hábitos de alimentación muy similares, 
lo cual puede crear confusión en su identificación (Alarcón et al., 2012; Cárdenas M., 1984). 
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Este género tiene 85 especies, de las cuales 39 se distribuyen en Norte y Centro América, 
mientras que 52 se reportan en Suramérica y 8 de ellas causan daño al aguacate (Alarcón 
et al., 2012; Castañeda-Vildózola et al., 2007).  
 
En Colombia se han reportado atacando aguacate tres especies del género Heilipus: H. 
cerca pittieri Barber, H. lauri Boheman y H. trifasciatus (Fabricius) (H. perseae Barber) 
(Alarcón et al., 2012; Cárdenas M., 1984; García, Gutierrez, & F; Pulido, 1983; Posada O. 
L, 1989; Rubio G. et al., 2009; Urueta E., 1976). La especie predominante es H. lauri 
Boheman, que ataca, generalmente, los frutos y en ocasiones las ramas. Para H. elegans, 
se reportan daños en ramas y tronco (Alarcón et al., 2012; Rubio G. et al., 2009). 
 
La especie predominante en Colombia es H. lauri que ataca generalmente frutos y 
ocasionalmente ramas (Alarcón et al., 2012; Rubio G. et al., 2009), mientras que para H. 
sp. Cerca pittieri Barber y H. trifasciatus (Fabricius) sólo hay un registro de su identificación 
y de su ocurrencia (Urueta, 1976; Cárdenas, 1984. Alarcón, et al 2012). H. elegans es 
descrito como perforador de tallos y ramas principalmente (Rubio et al., 2009; Alarcón, et 
al 2012). 
1.4.1  Heilipus lauri 
H. lauri es considerado endémico de México y con centro de origen en Centroamérica. 
Presenta distribución restringida en países como México, Costa Rica, El Salvador, 
Guatemala, Hondura, Nicaragua, Colombia, Brasil, Ecuador y Perú (Caicedo et al., 2014; 
European and Mediterranean Plant Portection Organization, 2012; Senasica, 2012). El 
adulto de H. Lauri es un picudo de coloración negro o rojo oscuro y brillante. Las hembras 
miden 13,5 a 14,5 mm de largo y 5,8 a 6,1 mm de ancho; los machos son más pequeños 
y tienen coloración más oscura que las hembras. El insecto es de hábito diurno y puede 
alimentarse de follaje, ramas y frutos. La superficie de los élitros es estriada con apariencia 
de punteado (Alarcón et al., 2012; Castañeda-Vildózola et al., 2007) y tiene dos franjas 
amarillas que son más notables en los machos (Alarcón et al., 2012; Sagarpa, 2010). 
 
Según reportes de Castañeda (2008), la longevidad promedio de los adultos de H. lauri en 
laboratorio fue de 309.55 ± 86.72 días (n=34, rango, 181-464 días). Los machos tuvieron 
una mayor longevidad promedio de 319.82 ± 88.69 días (n=17, rango 181-464) y las 
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hembras 299.29 ± 86.13 días (n=17, rango 188-462). García AP., 1962 encontró que la 
longevidad de H. lauri es de 105 a 120 días y los machos son los primeros en morir.  
 
El daño causado por adultos de H. lauri se presenta en las hojas, brotes y botones, la 
hembra realiza en el fruto una perforación en forma de media luna (Alarcón et al., 2012; 
Rodríguez, 1992); donde deposita entre uno a dos huevos por fruto y puede colocar 36 
huevos/mes. Emergen las larvas ápodas, éstas barrenan la pulpa de un lado al otro y se 
introducen en la semilla, de la cual se alimentan, debilitando el fruto el cual cae al suelo 
(Wysoski et al., 2002). Posteriormente, al finalizar el estado larval, el insecto empupa en la 
semilla del fruto hasta la emergencia del adulto, el cual sale por un orificio que hace con el 
pico o rostrum (Medina QF, 2005). 
 
1.3.2 Heilipus trifasciatus 
Los adultos de H. trifasciatus tienen una longitud aproximada de 12 a 14 mm, son de color 
rojo oscuro opaco, rostrum más corto que el H. lauri. Se caracteriza por tener seis manchas 
de color amarillo opaco bien definidas: cuatro dispuestas transversalmente sobre los 
élitros, siendo más notorio que los de H. lauri, y dos dispuestas longitudinalmente a lado y 
lado del protórax (Caicedo et al., 2014; Hoyos GLF, 1984). La presencia de H. trifasciatus 
también ha sido reportada en la zona del canal de Panamá (Castañeda-Vildózola et al., 
2007; F. & Barber, 1920). 
 
1.3.3 Heilipus elegans 
El adulto de H. elegans es de color negro brillante, con una banda longitudinal discontinua, 
de puntos blancos en la región subdorsal y que se extiende desde el pronoto hasta la parte 
posterior de los élitros. Tanto el pronoto como los élitros son lisos y presentan bandas 
longitudinales de puntos fuertemente esculpidos y en el interior, de los cuales, se presenta 
una seta (Alarcón et al., 2012; Rubio G. et al., 2009)(Rubio, et al., 2009. Alarcón et al, 
2012). Rubio et al (2009) indica que H. elegans cumple el ciclo de vida asociado a los 
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1.3.4 Heilipus odoratus 
La especie H. odoratus tiene el fragmento con dos coloraciones, dos manchas compuestas 
por escamas amarillentas y otro tono marrón, más central, de color rojizo que es el color 
de la capa propia semilla sin escalas de concentración. Presenta poco dimorfismo sexual 
aparente, la hembra tiene una longitud que entre 9,3 y 13,5 mm, y el macho 10.7 12.1 mm; 
el hocico ligeramente más largo y más delgado en la hembra, con puntuaciones débiles y 
ventrito V con el vértice plana en los machos y en las hembras convexa (Nunes, Ronchi-
Teles, & Spironello, 2009; Vanin & Gaiger, 2005). Recientemente, Vanin y Gaiger (2005) 
determinaron a H. odoratus como una nueva especie sudamericana; este descubrimiento 
ha incrementado el número de la lista original a 86 especies. 
 
1.4 Marcadores moleculares 
Los adelantos de la biología molecular a finales del siglo 20, han permitido el desarrollo de 
herramientas innovadoras, especialmente la amplificación de fragmentos de ADN usando 
la reacción en cadena de la polimerasa (Mullis et al., 1986). 
 
Los marcadores moleculares que se emplean con estas técnicas se pueden utilizar para 
fines de identificación, pudiendo ser de tipo nuclear o mitocondrial. Para seleccionar un 
marcador molecular es importante tener en cuenta diversos factores, entre ellos: el 
segmento de ADN debe ser fácil de aislar, fácil de amplificar, que tenga pocas inserciones 
y delecciones para facilitar la alineación de secuencias y debe tener una tasa de mutación 
lo suficientemente rápida para permitir la variación interespecífica, lo que permite la 
discriminación de especies (Blaxter, 2004; Hajibabaei et al., 2007; Waugh, 2007). 
 
Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el análisis de las diferencias en 
pequeñas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para ello son muy 
diversas y dan el nombre a los diferentes tipos de marcadores, los cuales pueden ser de 
carácter dominante o codominante  (Karp A., Edwards, Caetano-Anollés, & Peter, 1998). 
 
En insectos, los marcadores moleculares de ADN se han convertido en el criterio más 
común para la medición de diferencias genéticas intra e interespecíficas (BEHURA, 2006). 
También permiten la determinación de las especies crípticas o etapas de la vida inmaduras 
morfológicamente tales como larvas (Antonini et al., 2009; Barcenas, Unruh, & Neven, 
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2005; Brown et al., 1999; Ellis, Blackshaw, Parker, Hicks, & Knight, 2009). Estudios 
basados en secuencias de fragmentos del gen (COI) citocromo c oxidasa han demostrado 
que es una herramienta rápida y poderosa para la identificación precisa de las especies 
de varios taxones  (Harvey, Dadour, & Gaudieri, 2003; Hebert, Cywinska, Ball, & deWaard, 
2003; Kurt et al., 2013). 
 
1.4.1 ADN mitocondrial 
El ADN mitocondrial (ADNmt) tiene un número de copias alto en cada célula, el ADN es 
circular con un rango de tamaño de 15-20kb, (Nicolas, Torrico, Bonhomme, & Renno, 2008; 
Wong, 2011). Su patrón de herencia materna sin recombinación (Pradit & Amnuay, 2003; 
Wong, 2011), la tasa de mutación es rápida lo cual hace que sea una buena herramienta 
para estudios de la filogenia y la genealogía de los taxones a través del linaje materno 
(Moore, 1995; Wong, 2011). Además, la tasa de evolución de los genes mitocondriales es 
rápida y por lo tanto estos presentan un gran potencial como código de barras (Greig, 
Moore, Woodley, & Quattro, 2005; Hoelzel, 2001; Wong, 2011). 
 
En insectos el ADNmt consta de 36 genes incluyendo dos RNA ribosomal (rRNA), 22 ARN 
de transferencia (ARNt) y 13 genes de codificación de proteínas  (Clay D.O & 
Wolstenholme D.R, 1985; Kambhampati & Smith, 1995; Mitchell, Cockburn, & Seawright, 
1993). El ADNmt de insectos se hereda exclusivamente por vía materna. Estas y otras 
características han hecho del ADNmt una herramienta poderosa para los estudios 
genéticos de poblaciones y filogenéticas de una variedad de organismos (Kambhampati & 
Smith, 1995; Simon et al., 1994; WILSON et al., 1985). La identificación de cebadores para 
PCR conservados ha promovido su uso en estudios evolutivos y ha incentivado a la 
realización de investigaciones filogenéticas a nivel molecular (Kocher, Thomas, A Meyer, 
S Edwards, & S Paabo, 1989). 
 
1.4.2 Citocromo oxidasa  
Citocromo c oxidasa es un gran complejo transmembranal de las proteínas que se 
encuentra en la mitocondria, que actúa como una enzima oxidante en la cadena 
respiratoria, recibe electrones de complejo citocromo y los transfiere a las moléculas de 
oxígeno (John, E., & Wiley, 2007; Waugh, 2007). Este complejo de proteína comprende 
cuatro subunidades codificadas por el genoma nuclear y mitocondrial, conocidos como 
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subunidades I, II y III (Frati, Simon, Sullivan, & Swofford, 1997). Subunidad I es la más 
grande de las tres subunidades de la citocromo oxidasa mitocondrial codificados y fue 
elegido originalmente para ser utilizado en el análisis genético debido a su gran potencia 
de resolución para la discriminación de especies, siendo las más conservadas entre los 
tres subunidades (Hwang & Kim, 1999; John et al., 2007; Lunt, Zhang, Szymura, & Hewitt, 
1996). Para muchas especies y géneros, la variación genética en este lugar es suficiente 
para estudiar los procesos que ocurren en intervalos de tiempo relativamente corto y 
reciente (Geller, Meyer, Parker, & Hawk, 2013; Hebert et al., 2003; Kress & Erickson, 
2012).  
 
Esta región permite distinguir entre especies estrechamente relacionadas (Hebert et al., 
2003; Wong, 2011). Debido a su rápida tasa de evolución, este gen también permite la 
diferenciación de grupos filogeográficos dentro de una sola especie (Cox & Hebert, 2001; 
Wong, 2011). Su mayor tasa de sustitución nucleotídica en la tercera posición del codón, 
hace que posean una tasa de evolución tres veces mayor que la del 12S o 16S rDNA 
(Knowlton & Weigt, 1998; Wong, 2011). (Lunt et al., 1996) desarrollaron un análisis 
comparativo de COI en diferentes órdenes de Insecta mostrando que diferentes regiones 
de este gen evolucionan a diferentes tasas lo que es aprovechable para propósitos de 
estudios filogenéticos. Por lo anterior el COI es considerado como un buen marcador en la 
caracterización molecular de especies, y empleado en estudios inter-específicos y de 









2. Materiales y Métodos 
2.1 Localidades de muestreo y captura de insectos 
Los sitios de muestreo se seleccionaron con la colaboración del personal técnico del 
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) Seccional Antioquia y profesionales de la 
Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica), el estudio abarco 
principalmente las zonas de producción Centro Occidente (Antioquia, Caldas, Quindío y 
Valle del Cauca ) y Centro sur (Tolima y Cauca) Tabla 1. 
 






individuos Latitud Longitud 
Antioquia 6.225575 -75.26922 1983 - 2212 
-H. lauri 
-H. odoratus 







Caldas 5.41264 -77.5214 1596 - 2228 
-H. lauri 
 -H. elegans 







Cauca 2.76029 -75.8752 1516 -H. lauri 2 2 
Valle del 
Cauca 










Quindío 4.6037 -75.6021 1852 -H. lauri, 4 4 
Tolima 5.04761 -75.19506 1643 -2035 









Total Individuos Colectados  102 
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La metodología de colecta empleada consistió en la identificación y localización de los 
predios, para la captura de los individuos se ubicó una lona blanca bajo los árboles y con 
movimientos en las ramas los picudos eran capturados (Caicedo et al., 2014), en alguno 
de los casos donde se encontraron individuos en fases inmaduras localizados en frutos y 
ramas afectados, se enviaron al laboratorio para continuar con su ciclo biológico y obtener 
individuos adultos para futuros análisis. El material colectado se conservó en etanol 
absoluto y fue almacenado en un congelador a -4ºC para evitar la degradación de los 
tejidos. 
 
Los análisis moleculares se hicieron con 66 individuos del total de los individuos colectados 
debido a que algunas muestras presentaron problemas en la amplificación vía PCR. 
2.2 Determinación de especies del complejo de picudos 
La determinación de especies del complejo se realizó con las claves taxonómicas descritas 
por (Castañeda Vildózola & Alvaro, 2008) (Hoyos GLF, 1984; Rubio G. et al., 2009; Vanin 
& Gaiger, 2005). Se emplearon características observables de tipo: color del cuerpo, patas 
y manchas en los élitros, morfología de las patas.  
 
Patas medianas, rojizas, escasamente moteadas de setas blanquecinas, con fémures 
clavados y armados hacia el lado interno de un diente subagudo; tibias breves, un poco 
encorvadas en la articulación con el fémur; tarsos moderadamente dilatados, esponjosos 
y marrones por abajo (García AP., 1962). 
2.3 Evaluación de metodologías de extracción de ADN 
Se evaluaron cuatro metodologías de extracción de ADN a partir de diferentes tejidos 
(larvas, pupas y adultos) de Heilipus, con el fin de obtener ADN de alta calidad. 
 
El primer protocolo evaluado para la extracción de ADN fue el de peces adaptado de 
(Badarkci & Skibinski, 1994) (ANEXO A), el segundo utilizado fue el kit de extracción 
comercial de Vivantis® GF – 1 Unleasihng  the Blueprint of Life (ANEXO B), el tercero kit 
de extracción comercial DNeasy Blood & Tissue de QUIAGEN® (ANEXO C) y por último 
el kit de extracción comercial Kit Purification Thermo Scientific® (GeneJet Genomic DNA 
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Purification), basados en las recomendaciones del fabricante (ANEXO D). Se emplearon 
tres pares de patas y el protórax de cada individuo. 
 
Para la cuantificación de la cantidad de ADN obtenido se utilizó el espectrofotómetro de 
masa marca COLIBRÍ, el cual mide la concentración de ácidos nucleicos que suele 
determinarse midiendo a 260 nm y comparando con un blanco. La interferencia de 
contaminantes puede determinarse calculando un cociente. Dado que las proteínas 
absorben a 280 nm, se emplea el cociente A 260/A280 para calcular la pureza de los ácidos 
nucleicos. Los cocientes respectivos del ADN y el ARN puros son aproximadamente de 
1,8 y 2,0. Una absorción a 230 nm significa que la muestra está contaminada con hidratos 
de carbono, péptidos, fenoles, compuestos aromáticos u otras sustancias. El cociente A 
260/A230 de las muestras puras es de 2,2 aproximadamente (Querci, Jermini, & Van Den 
Eede, 2007), el cual nos permitió medir la concentración del ADN extraído. Esta técnica 
permitió obtener valores más precisos que por cuantificación tradicional. 
 
Además, se realizaron ensayos de amplificación para determinar el protocolo adecuado. 
Debido a que algunas muestras presentaron problemas en la amplificación, en total se 
emplearon para el análisis molecular 66 muestras 23 del departamento de Antioquia, 13 
del departamento de Tolima, 18 del departamento de Caldas, 9 del departamento de Valle 
del Cauca, 2 del departamento de Cauca y 1 proveniente del departamento de Quindío. 
Las técnicas moleculares empleadas en la investigación se realizaron en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. 
2.4 Amplificación del gen COI. 
2.4.1 Características de los Cebadores 
Los cebadores universales utilizados para la amplificación fueron UEA9 
(GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA) y UEA10 (TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA) 
(Figura 1) diseñados de acuerdo (Zhang & Hewitt, 1996), cebadores de cadena simple con 
un máximo 26pb, su empleo permite cubrir aproximadamente 307pb de la región 3 'del gen 
COI. Dichos cebadores pueden ser empleados en estudios filogenéticos de bajo nivel y en 
estudios de poblaciones, como también relaciones entre especies estrechamente 
relacionadas y estudios de genética de poblaciones. (Funk, Mumberg, & Müller, 1995), 
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permiten comprobar la eficiencia de estos cebadores universales en estudios de 
coleópteros. 
 
Figura 1 Localización relativa y dirección de los cebadores UEA9/UEA10 empleados para 
amplificar una región del gen COI. La región codificante de proteína es mostrada como una 
franja oscura y la región codificante de tRNA como franjas claras (Zhang & Hewitt, 1996). 
 
2.4.2 Condiciones de amplificación y visualización del fragmento 
amplificado 
La reacción en cadena de la polimerasa se realizó en un volumen final de 50 µL, que 
contenía 30.6μl de agua MilliQ, 1μl de ADN genómico 100 ng / l, 0.2 mM de dNTPs, 1X del 
tampón Taq, 0.006 µM de los cebadores empleados UEA9 (5'-
GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA-3'), UEA10 (5’-
TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3-'), y 2U de DNA taq polimerasa. Las muestras se 
desnaturalizaron inicialmente a 94 °C durante 4 minutos, un primer ciclo 95°C durante 45 
segundos, seguido se hibrido a 50°C durante 1 minuto, la extensión final se fijó en 72°C 
por 7minutos y todo el proceso se continuó durante 32 ciclos. La reacción se realizó usando 
un termociclador (PeqSTAR 2X Gradient Cycler). El producto amplificado se visualizó en 
un gel de agarosa al 1,5% en tampón TBE 0.5 X (tris-borato 0.045M; EDTA 0.001M), a 100 
V por 45 minutos, En cada uno de los pozos del agarosa se depositaron 3 µl del producto 
de PCR por muestra, la visualización se realizó con un transiluminador de intensidad 
variable FISHER SCIENTIFIC (FBTIV-88) empleando como agente intercalante GelRed™ 
(4µl de GelRed/1500µl de azul de carga).  El peso del fragmento obtenido se estimó por 
comparación con una escalera de 100 pb (Thermo Scientific™). Los productos de PCR 
amplificados se enviaron a secuenciar a Macrogen Maryland (Estados Unidos). 
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Tabla 2 Perfil térmico de amplificación para los cebadores UEA9/UEA10 (Zhang & 
Hewitt, 1996). 
Ciclo Temperatura ºC Tiempo 
Desnaturalización inicial 94 4 minutos 
Desnaturalización 95 45 segundos 
Hibridación 50 1 minuto 
Extensión 72 1.30 minutos 
35 ciclos desde el paso 2 
Extensión final 72 7 minutos 
 
Tabla 3 Condiciones de amplificación para los cebadores utilizados (Zhang & Hewitt, 
1996). 
Reactivo [ ] Final 
Buffer Taq 1 X 
MgCl2 1.5 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Cebador UEA9 0.06 µM 
Cebador UEA10 0.06 µM 
Taq polimerasa 2 U 
ADN 1 ng 
Volumen total 50µL 
2.4.3 Secuenciación de productos de PCR 
Los fragmentos amplificados que presentaron un tamaño de 300pb fueron enviados a 
Macrogen en Maryland Estados Unidos donde se realizó el proceso de purificación y 
secuenciación, empleando la secuenciación automática del ADN por electroforesis capilar 
y mediante el uso de la química BigDye Terminator v3.1 de (Applied Biosystems, 2016). 
2.5 Análisis de datos 
2.5.1 Análisis de la secuencia COI 
Las secuencias obtenidas sentido y anti sentido ("Forward" y "Reverse") fueron editadas 
con el programa SeqMan® v3.0. Después de todas las correcciones, las secuencias 
depuradas fueron alineadas con Mega 5 (Tamura et al., 2011). 
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Con el fin de confirmar la identidad para cada individuo se comparó la composición de las 
bases nucleotídicas con las secuencias de referencia almacenadas en las bases de datos 
del GenBank y se estimó la diversidad haplotípica y nucleotídica para Heilipus sp. en las 
localidades de muestreo con el programa Arlequín 3.11 
2.5.2 Análisis filogenético 
Se realizaron el análisis filogenético en MEGA v5.05 (Tamura et al., 2011) utilizando 
máxima verosimilitud (ML) para la matriz. La construcción de la filogenia del complejo se 
empleó la máxima verosimilitud usando el modelo Tamura Nei (Tamura et al., 2011).  
 
En el análisis de agrupamiento se empleó el método del vecino más cercano (NJ) 
Neighbor-Joining, a partir de la matriz de distancia genéticas, el parámetro de distancias 
Tamura 2 parámetros y el soporte estadístico fue el método de aleatorización bootstrap 
con 1000 repeticiones para proporcionar robustez a los nodos (Tamura et al., 2011). 
 
Para evitar el enraizamiento del árbol se utilizaron cuatro secuencias externas, dos de 
Cosmopolites sordidus y dos de Metamasius hemipterus. No se utilizaron secuencias de 
Heilipus spp. debido a que no hay estudios a nivel molecular reportados (Maher B.A, 2002). 
2.5.3 Análisis de haplotipos 
Para la determinación del número de haplotipos diferentes y la frecuencia de estos para 
Heilipus sp., se empleó́ el programa Network 4.5.1.0, (Bandelt, Forster, & Röhl, 1999). La 
estructura de la red fue inferida por medio del algoritmo de Median - Joining (MJ) que 
permitió́ deducir la filogenia intraespecífica en base a una red o árbol de haplotipos 
(shortest tree o arboles de Steiner) de expansión mínima y combinados dentro de la red.  
 
Además se realizó el análisis de la varianza molecular entre las diferentes localidades 






3. Resultados y Discusión 
3.1 Determinación taxonómica de especies del complejo 
de picudos Heilipus 
Se determinaron las especies de 66 individuos colectados en los departamentos de 
Antioquia, Quindío, Tolima, Caldas, Cauca y Valle del Cauca (Anexo E). Para la especie 
H. lauri, se empleó la descripción de (Castañeda Vildózola & Alvaro, 2008), se encontró 
que dicha especie es monomórfica y los individuos muestreados de esta especie no 
presentaron variaciones en los patrones de coloración de los élitros (Figura 2. A). En la 
especie H. trifasciatus solo se encontró un individuo adulto, en el departamento de 
Antioquia municipio El Peñol, se empleó la descripción hecha por (Hoyos GLF, 1984), y no 
se encontró variación en la conformación morfológica en este individuo (Figura 2. B).  
 
Para H. elegans se empleó la descripción de (Rubio G. et al., 2009), se encontraron tres 
individuos adultos, uno en el municipio de Fresno (Tolima), el segundo en el municipio de 
Beltrán (Caldas) y uno más en Sevilla (Valle del Cauca), el primer individuo no difiere con 
los morfotipos descritos por (Rubio G. et al., 2009), pero los otros dos individuos difieren 
con el reporte del autor, la banda longitudinal es totalmente discontinua llegando a 
formarse dos manchas totalmente separadas una en el pronoto y la otra en la parte anterior 
de los élitros (Figura 2. C Y 2.D). De H. odoratus, se encontraron tres individuos, uno en 
Sevilla (Valle del Cauca), el segundo en el municipio de Fresno (Tolima) y el tercero en el 
municipio de El Peñol (Antioquía), la observación se hizo con base en lo descrito por (Vanin 
& Gaiger, 2005), se observaron variaciones en el patrón de manchas con diferencias en el 
morfotipo de los individuos muestreados de esta especie (Figura 2.E, 2.F y 2G). Se 
encontró, además un individuo de Heilipus con un morfotipo que no ha sido reportado en 
la literatura (Figura 2.H). 
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Figura 2 Morfotipos encontrados para las especies del complejo picudo del aguacate, por 
observación de rasgos variables en los élitros y la coloración de los insectos. A. Morfotipo 
1 de H. lauri; B. Morfotipo 1 de H. trifasciatus. C. Morfotipo 1 de H. elegans. D. Morfotipo 2 
de H. elegans. E. Morfotipo 1 de H. odoratus. F. Morfotipo 2 de H. odoratus. G. Morfotipo 
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3.2 Evaluación de metodologías de extracción de ADN 
La extracción de ADN con el Kit comercial Purification Thermo Scientific® (GeneJet 
Genomic DNA Purification), basados en las recomendaciones del fabricante (Figura 3.B), 
permitió obtener muestras con concentraciones entre 20 y 60 ng/µL, de buena calidad y 
sin contaminantes. Con el protocolo para extracción de ADN de peces adaptado de 
(Bardakci & Skibinski, 1994) (Figura 3.C), se obtuvieron muestras con una concentración 
de 10 a 150 ng/µL, con restos de ADN degradado. Las muestras de ADN extraídas kit de 
extracción comercial DNeasy Blood & Tissue de QUIAGEN® (Figura 3.D), permitió obtener 
AND de muy baja calidad con concentraciones inferiores a 3 ng/µL y no permitieron 
visualizar fragmentos de PCR. Mediante la metodología de kit de extracción comercial de 
Vivantis® GF – 1 Unleasihng the Blueprint of Life (Figura 3.A), se consiguieron 
concentraciones de ADN inferiores a 10ng/µL con un alto grado de contaminantes y 
residuos precipitados. Las anteriores concentraciones de ADN se presentan en un 
volumen final de dilución de 50µL. 
 
Los resultados de la amplificación por PCR de las muestras de ADN extraídas a partir de 
las cuatro técnicas a evaluar, fueron exitosos para tres de los cuatro métodos. El protocolo 
comercial Kit Purification Thermo Scientific® (GeneJet Genomic DNA Purification) permitió 
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Figura 3 Productos de PCR empleando los cebadores UEA9/UEA10. A. Amplificación en 
muestras de ADN obtenidas con el kit de extracción comercial de Vivantis® GF – 1 
Unleasihng the Blueprint of Life. B. Amplificación en muestras de ADN obtenidas con el 
protocolo comercial Kit Purification Thermo Scientific® (GeneJet Genomic DNA 
Purification). C. Amplificación en muestras de ADN con el protocolo de peces adaptado de 
(Badarkci & Skibinski, 1994). D. Amplificación en muestras de ADN con el kit de extracción 




La utilización de protocolos de extracción adecuados que permitan obtener la cantidad 
necesaria de ADN y con la calidad adecuada son las bases para el desarrollo de estas 
técnicas (Rodríguez-Romero, Posos Ponce, Peteira, & Suris, 2011). La optimización de la 
cantidad y calidad de ADN requieren de protocolos de extracción adecuados que purifiquen 
los ácidos nucleicos, remuevan proteínas, residuos orgánicos y sales, que interfieren en la 
reacción de PCR (Sambrook J, 1989). Por esta razón, el kit de extracción comercial de 
ADN Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification fue escogido como método de 
extracción de las 66 muestras colectadas para este estudio (Anexo E). 
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3.3 Amplificación del gen COI 
En las 66 muestras de ADN pertenecientes a las diferentes especies del complejo picudo, 
se logró la amplificación de fragmentos únicos de un tamaño aproximado de 300 pb 
empleando los cebadores UEA9/UEA10 (Figura 4), y una densidad aproximada (>100 ng).  
Este resultado es consecuente con lo descrito por (Zhang & Hewitt, 1996) para el 
coleóptero Carabus vidaceous, empleando la misma pareja de cebadores, el fragmento 
amplificado fue de 300 pb. 
 
Figura 4 Visualización del fragmento amplificado en las diferentes especies del complejo 
picudo. A. Muestras de H. lauri. B. Muestras de H. trifasciatus. C. Muestras de H. elegans. 
D. Muestras de H. odoratus. F. Heilipus (sin identificar). G. Control sin ADN. MP. Escalera 




3.4 Análisis de secuencias de ADN 
Todas las secuencias obtenidas para el gen COI, presentaron valores de calidad altos (QV 
scores > 600), las comparaciones mediante BLASTn para las especies H. lauri, H. elegans 
y H. odoratus sugiere una homología alta (81-91%) con relación a la identidad del gen, las 
secuencias corresponden a regiones mitocondriales de COI en especies de Coleóptera 
(Tabla 4). Esto evidenció una similitud en composición y orden de nucleótidos de las 
secuencias obtenidas con las depositadas de coleópteros reportadas en el GenBank. Por 
lo anterior se corroboró que se amplificó la región deseada. No se pudo hacer la 
comparación con ninguna secuencia de Heilipus debido a que no hay estudios moleculares 
para esta especie, por lo tanto no hay secuencias reportadas. 
 
 
   A                B               C               D               E               F 
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Tabla 4 Secuencias del Gene Bank que produjeron los alineamientos más significativos 
con las tres secuencias de consulta del complejo picudo del aguacate. 
Accesión Descripción Máximo 
puntaje 
Cobertura Máxima 




Hypera postica mitochondrial genes for 
cytochrome oxidase subunit I, tRNA-
Leu, cytochrome oxidase subunit II, 
partial cds, strain: western, 























Euophryum confine voucher 
BMNH:833849 cytochrome c oxidase 











Conotrachelus sp. CTS-001 
mitochondrial partial COI gene for 
cytochrome c oxidase subunit I, 





















AB367611.1 Curculio camelliae mitochondrial COI, 
COII genes for cytochrome c oxidase 
subunit I, cytochrome c oxidase subunit 
II, partial cds, isolate: CC364HIR 
     113        84%       79% 
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3.5 Composición nucleotídica  
La determinación de la composición nucleotídica se realizó con base al total de las 
secuencias obtenidas. Se observó que dentro del fragmento de 300pb existe una 
mayor frecuencia de timina y adenina, con un promedio de 37,38% y 33,61 
comparado con 17,57% de citosina y 9,28% de guanina. Congruente con los 
estudios realizados por Contreras et al 2014 donde describen que la composición 
de ADN mitocondrial en insectos presenta una preferencia por el uso de codones 
ricos en A+T, fenómeno característico del genoma mitocondrial en insectos 
(Crozier & Crozier, 1993; Herbeck & Novembre, 2003).  
Tabla 5 Composición nucleotídica de las especies del complejo picudo del aguacate. 
 H. lauri 
H. 
trifasciatus 
H. odoratus H. elegans 
Heilipus sin 
identificar 
Citosina 21.54% 7.98 % 19.13% 22.73% 16.48% 
Timina 37.55 % 40.91% 35.42% 37.22% 35.80% 
Adenina 32.93 % 32.39% 34.28% 32.10 36.36% 
Guanina 7.98 % 7.95% 11.17% 7.95% 11.36% 
3.6 Análisis de haplotipos para Heilipus lauri  
H. lauri fue la especie que presentó mayor polimorfismo, razón por la cual se hizo a esta 
especie un análisis de red de haplotipos independiente. El marcador utilizado para el 
análisis permitió distinguir estas variaciones en esta población. Esta especie presentó 7 
haplotipos para 59 individuos, con 35 sitios polimórficos, 14 transiciones, 22 transversiones 
y 36 sustituciones.  
 
El análisis filogeográfico para Para H. lauri, muestra una red de haplotipos donde se puede 
distinguir que el clado 1 es el haplotipo mas derivado, compuesto por 44 individuos, de los 
cuales la mayoría correspondió a la localidad de Antioquia, Tolima y Caldas, cinco 
correspondieron al Valle del Cauca, dos a Cauca y solo 1 a Quindío, esta relación puede 
representar el linaje principal de H. lauri para este caso de estudio, ya que es el haplotipo 
más frecuente (0.74). El segundo haplotipo más frecuente fue el II (0.102,) conformado por 
6 individuos, cuatro de Caldas, uno del Valle del Cauca y uno de Antioquia, su relación con 
28 Identificación molecular del complejo de picudos (Coleoptera Curculionidae) de 
importancia cuarentenaria en el cultivo de aguacate en Colombia 
 
el haplotipo I puede deberse a un proceso de dispersión secundaria. Los haplotipos III y V 
resultaron exclusivos del departamento de Caldas, mientras que Quindío no presentó 
haplotipos únicos. El haplotipo VI resultó exclusivo para Antioquia. El Valle del Cauca 
presentó el haplotipo VII como exclusivo (Figura 5, ANEXO F).  
 
Figura 5 Red de haplotipos para las secuencias de H. lauri Los haplotipos están 
designados por números romanos, cada círculo corresponde a un haplotipo. El color rojo 
corresponde a al departamento de Antioquia, el color azul representa el departamento de 
Caldas, el color celeste corresponde al departamento del Valle del Cauca, naranja para 
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3.7 Análisis de haplotipos para el complejo de picudos 
Se identificaron 14 haplotipos para 66 secuencias del complejo de picudos del aguacate. 
El picudo H. lauri presentó 8 haplotipos con 9 sitios polimórficos, siendo el haplotipo I 
exclusivo para esta especie y distribuido en todos los departamentos muestreados, esto 
puede deberse a que H. lauri es originario de Centroamérica (Caicedo et al., 2014; 
European and Mediterranean Plant Portection Organization, 2012; Senasica, 2012), y tal 
vez aún no ha formado un haplotipo propio en una sola región en Colombia. 
 
H. trifasciatus presentó el haplotipo XIV para el departamento de Antioquia. H. odoratus 
presentó tres haplotipos, el haplotipo IX para el Valle del Cauca, el haplotipo X para 
Antioquia y el haplotipo XI para el departamento de Tolima, con 4 sitios polimórficos. H. 
elegans presentó dos haplotipos, el XI para del departamento de Tolima y el haplotipo XIII 
para el departamento de Caldas. 
 
Los haplotipos V, XII y XV, son propios del departamento de Caldas. Los haplotipos II, VI, 
VII y XIV se presentan únicamente en el departamento de Antioquia, los haplotipos VIII y 
IX son exclusivos del Valle del Cauca. X y XII solo se presentan en Tolima, mientras que 
el haplotipo III es compartido con los departamentos de Caldas y Antioquia (Figura 6, 
Anexo G), los anteriores resultados permiten determinar que este grupo de haplotipos son 
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Figura 6 Red de haplotipos para las secuencias del complejo de picudos. Los haplotipos 
están designados por números romanos, cada círculo corresponde a un haplotipo. El color 
rojo corresponde a al departamento de Antioquia, el color azul representa el departamento 
de Caldas, el color celeste corresponde al departamento del Valle del Cauca, naranja para 
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3.8 Análisis de varianza molecular (AMOVA) para las 
poblaciones muestreadas 
Se realizó el análisis molecular de varianza para estimar la distribución de la diversidad 
genética dentro y entre localidades de colecta de individuos de H. lauri. Al realizar el 
AMOVA para las poblaciones de H. lauri, se encontró que la mayor variación genética se 
debe a diferencias entre las poblaciones.  
 
El Fst mostró diferenciación poblacional (0.96 p-valor<0.05) (Tabla 5), indicando una muy 
alta diferenciación genética. El mayor porcentaje de variación (96.55) se debe a diferencias 
entre poblaciones. Tal divergencia puede ser explicada por la presencia de polimorfismos 
ancestrales, los cuales pueden ser conservados a lo largo del tiempo debido a la 
distribución poblacional y los fenómenos de especiación de tipo alopátrica. 
 
Tabla 6 Análisis de varianza molecular (AMOVA) para el complejo de picudos Heilipus spp. 
en las localidades muestreadas. 








Entre poblaciones 4        126.870 9.63104 Va 96.55 
Dentro de la 
población 
61 20.963 0.34366 Vb 3.45 
total 65 147.833 9.97470  
FST    0.96    
3.9 Análisis filogenético del complejo picudo del 
aguacate  
El análisis filogenético por el método de máxima verosimilitud (Figura 7) y distancia 
genética (NJ) presentó una topología que incluye 7 clados diferenciados entre las 
especies evaluadas, con un alto soporte de bootstrap, los agrupamientos no 
presentaron asociación geográfica, el primer clado congrega las secuencias de 
Heilipus lauri en un grupo monofilético.  
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Cada especie forma un clado discreto e independiente que agrupa solo a miembros 
de su misma especie, eso quiere decir que el marcador es adecuado para distinguir 
entre las especies del complejo, y que la especie sin identificar (muestra 98 del 
Anexo E) no es un morfotipo desconocido de algún miembro del complejo, es 
realmente un nuevo registro para esa localidad. 
Dentro de H. Lauri no se observa divergencia por patrón de coloración u origen 
geográfico y eso a que esta especie tiene un haplotipo dominante, presente en 
todas las localidades. 
Las relaciones en términos de especie pueden llegar hasta describir que H. 
trifasciatus y H. elegans presentan una relación filogenética más estrecha con H. 
lauri que con H. odoratus. El árbol no muestra indicios de estructura poblacional en 
el caso de H. lauri, para las demás especies no aplica pues no son muy polimórficas 
y se cuenta con menos de 10 ejemplares.  
 
Los individuos de H. odoratus se agruparon en un mismo clado, pero con una 
diferencia entre una muestra que tiene un morfotipo especial (Figura 2.F, 2G y 2.H). 
Sin embargo, no se observó agrupación de acuerdo al departamento de 
procedencia para los individuos de H. lauri, tal vez esto se deba a que este género 
es originario de centro américa (Caicedo et al., 2014; European and Mediterranean 
Plant Portection Organization, 2012; Senasica, 2012)  y posiblemente aún no han 
formado núcleos (Figura 7), esto coincide con los análisis de haplotipos que se 
encontraban compartidos por diferentes morfotipos (Anexo G). Finalmente, en el 
departamento de Caldas se ubicó el haplotipo XV correspondiente al individuo de 
98 Heilipus sin identificar, por lo que se puede visualizar en el árbol esta separación 
relativa de las muestras de este departamento. 
 
La topología obtenida por el método de Neighbor-Joining con el parámetro 3 de 
Tamura coincide con la discriminación morfológica a nivel de especie. 
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Figura 7 Relaciones filogenéticas para el complejo picudo del aguacate empleando el 






4. Conclusiones y Recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 El análisis de secuencias de un solo gen no permitió la identificación molecular de 
los diferentes morfotipos del género Heilipus. Este tipo de marcador no se puede 
utilizar para análisis a nivel de filogenia tan bajo, solo para identificar especies más 
no morfotipos. 
 El análisis de máxima verosimilitud del fragmento de ADN mitocondrial (COI) 
empelado en H. lauri mostro que no hay una asociación clara de las poblaciones a 
nivel espacial. En este caso todos los individuos de las diferentes poblaciones se 
mezclaron, lo que siguiere un origen común. 
 Debido al desconocimiento que existe en estudios filogenéticos de Heilipus, el 
actual trabajo aumenta la disponibilidad de secuencias para esta especie utilizando 
la región COI como marcador molecular y pueden ser utilizado en estudios de 
poblaciones. lo cual podría proporcionar información útil para la aplicación de 
estrategias de control de Heilipusi como plaga cuarentenaria.  
4.2 Recomendaciones 
 Se requieren nuevos estudios para aumentar la abundancia y riqueza de 
secuencias del complejo Heilipus, a fin de contribuir con estudios de divergencia 
molecular intraespecífica. 
 Realizar estudios complementarios empleando otra región mitocondrial (16S) con 
el fin de determinar otros marcadores moleculares que presenten un nivel de 






A. Anexo: Protocolo de extracción 
de ADN descrito por Bardakci y 
Skibinski (1994) Adaptado 
Paso Descripción 
 
1 Tomar 50mg de tejido (patas, trozos de larvas o pupas) 
2 Adicionar 500 µl de buffer STE pH 8, autoclavado y macerar el tejido. 
3 Tomar el producto macerado y pasarlo a un tubo eppendor de 1,5 ml. 
4 Adicionar 30 µl de proteinasa K 10mg/ml. 
5 Adicionar 30 µl de SDS 10%. 
6 Mezclar suavemente e incubar a 50 °C durante 10 minutos. 
7 Adicionar 500 µl de F:C: (24:24:1) 
8 Agitar fuertemente 
9 Centrifugar a 1200 RPM durante 5 minutos 
10 Rescatar el sobrenadante y verterlo en un nuevo tubo. 
11 Agregar 500 µl de C:l (24:2) 
12 Agitar 
13 Centrifugar a 8100 RPM durante 5 minutos  
14 Rescatar el sobrenadante y verterlo en un tubo nuevo 
15 Adicionar 50 µl de acetato de amonio al 5M y mezclarlo suavemente. 
16 Adicionar 50 µl de Isopropanol 
17 Dejar incubando a -20 °C durante toda la noche 
18 Centrifugar a 13000 RPM durante 10 minutos 
19 Desechar el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet 
20 Adicionar 1000 µl de etanol al 70% 
21 Centrifugar a 13000 RPM por 10 minutos 
22 Desechar el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet 
23 Dejar secar el pellet a temperatura ambiente 
24 Resuspender el pellet en 50 µl de TE 1X + (1µl) RNAsa 
25 Encubar a 37°C por una hora en el baño maría  






B. Anexo: Protocolo de extracción 
de ADN kit de extracción comercial 
de Vivantis® GF – 1 Unleasihng the 
Blueprint of Life 
Paso Descripción 
 
1 Tomar aproximadamente 20 mg de tejido (patas, trozos de larvas o pupas) y 
pasarlo a un tubo eppendorf de 1,5ml 
2 Adicionar 250 µl de buffer TL y macerar el tejido hasta dejarlo en piezas muy 
pequeñas. 
3 Adicionar 20µl de proteinasa K, mezclar en vórtex por 1 minuto en agitación 
intermedia 
4 Adicionar 12 µl de Lisis Enhacer Buffer, mezclar por inversión 
5 Incubar en baño maría a 65°C por 5 horas hasta que la muestra quede disuelta 
6 Tomar el contenido total de la muestra diluida en el buffer (aproximadamente 
800µl) y transferir a una columna (proveída por el kit) 
7 Centrifugar a 5000 G por 10 minutos. Descartar el líquido filtrado 
8 Adicionar 750 µl de Buffer Washer (previamente preparado según 
indicaciones del fabricante), dejar reposar por 1 minuto y centrifugar a 5000 
G. Descartar el líquido filtrado (este paso se realiza una sola vez) 
9 Centrifugar la columna dentro del tubo proveído en el kit para el secado 
10 Rescatar el sobrenadante y verterlo en un nuevo tubo. 
11 Centrifugar a 10000 G por 1 minuto 
12 Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1,5ml.  
13 Precalentar previamente el Buffer de Elución a 65°C y adicionar 50 µl 
directamente sobre el filtro, dejarlo reposar por 3 minutos 
14 Centrifugar a 5000 G por 2 minutos (repetir este paso para obtener un volumen 
final de 100 µl y descartar la columna 





C. Anexo: Protocolo de extracción 
de ADN kit de extracción comercial 
DNeasy Blood & Tissue de 
QUIAGEN® 
Paso   Descripción 
1 Tomar 2 patas del insecto adulto o un tercio de larva o pupa y pasarlo a 
un tubo eppendorf de 1,5ml 
2 Adicionar 180 µl de buffer ATL  
3 Macerar el tejido y agregar 20 µl de proteinasa K 
4 Aplicar vórtex corto 
5 Incubar en baño maría a 56°C por 30 minutos o hasta que la muestra   
quede disuelta (aplicar vórtex por 15 segundos) 
6 Adicionar 200 µl de buffer AL y mezclar por vórtex vigorosamente 
7 Adicionar 200 µl de etanol absoluto frío y hacer vórtex vigorosamente 
8 Pipetear la mezcla a una columna DNeasy 
9 Centrifugar la columna por 1 minuto a 8000 RPM y descartar el tubo de 
abajo 
10 Transferir la columna a un tubo nuevo  
11 Adicionar suavemente 500 µl de buffer AW1 
12 Centrifugar por 1 minuto a 8000 RPM y pasar la columna a un tuvo nuevo 
13 Adicionar 500 µl de buffer AW2  
14 Centrifugar por 3 minutos a 14000 RPM 
15 Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1,5ml 
16 Adicionar 50 µl de buffer AE en el centro de la columna 
17 Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente 
18 Centrifugar por 1 minuto a 8000 RPM 
19 Repetir últimos tres pasos para concentrar el ADN para un volumen final 
de 100 µl 





D. Anexo: Protocolo de extracción 
de ADN kit de extracción comercial 
Kit Purification Thermo Scientific® 
(GeneJet Genomic DNA Purification). 
Paso   Descripción 
1 Macerar en un mortero tres o cuatro patas o cualquier tejido del insecto. 
2 Transferir a un tubo Eppendorf, agregar 200µl de Solución Lisis o PBS. 
3 Adicionar 20µl de Proteinasa K. 
4 Incubar en baño maría a 56°C por 4 horas. Hacer vórtex ocasionalmente, 
procurar romper al máximo el tejido. 
5 Adicionar 400µl de etanol al 50% frio, y mezclar con la pipeta, hacer vórtex. 
6 Si los fragmentos del tejido aún son muy grandes, centrifugar los tubos 1 
minuto a 8.000 RPM. Esto para no transferir tejidos demasiado grandes 
que puedan afectar el rendimiento del filtro de la columna. 
7 Transferir la preparación (sobrenadante) lisada a una columna GeneJET 
Genomic (incluida en el kit).  
8 Centrifugar la column1 minuto a 6.000g (gravedades). 
9 Descartar el tubo de abajo.  
10 Pasar la columna a un tubo nuevo de 2ml (sin tapa incluido en el kit) 
11 Adicionar 500µl de Buffer Wash I (previamente con etanol).  
12 Centrifugar por 1 minuto a 8.000g (gravedades). 
13 Adicionar 500µl de Buffer Wash II (previamente con etanol).  
14 Centrifugar por 1 minuto a 12.000g (gravedades), si es necesario repetir el 
centrifugado para eliminar el exceso de etanol.  
Continua…. 
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15 Descartar el tubo de abajo y transferir la columna a un tubo nuevo 
Eppendorf (con tapa, no incluido en el kit). 
16 Agregar 25µl de Buffer Elution (sin cambiar nada) en todo el centro de la 
columna y centrifugar a 10.000g (gravedades) por 1 minuto 
17 Repetir el paso anterior: Agregar 25µl de Buffer Elution (sin cambiar nada) 
en todo el centro de la columna y centrifugar a 10.000g (gravedades) por 1 
minuto. 
18 Descartar la columna y almacenar la muestra contenida en el tubo 






E. Anexo: Especies determinadas 
usando las descripciones de 
Castañeda et al. (2008), Hoyos y 
Giraldo (1984), Rubio et al. (2009) y 
Vanin y Gaiger (2005). 
Muestra Especie Morfotipo Localidad 
2 Heilipus lauri 1 Antioquia 
3 Heilipus lauri 1 Antioquia 
4 Heilipus lauri 1 Antioquia 
5 Heilipus lauri 1 Antioquia 
6 Heilipus lauri 1 Antioquia 
7 Heilipus lauri 1 Antioquia 
8 Heilipus lauri 1 Tolima 
9 Heilipus lauri 1 Antioquia 
10 Heilipus lauri 1 Antioquia 
12 Heilipus lauri 1 Tolima 
14 Heilipus lauri 1 Tolima 
15 Heilipus lauri 1 Tolima 
16 Heilipus lauri 1 Tolima 
      18       Heilipus lauri 1 Tolima 
      19                  Heilipus lauri 1 Tolima 
      21                    Heilipus lauri 1 Tolima 
22 Heilipus lauri 1 Tolima 
23 Heilipus lauri 1 Tolima 
27 Heilipus lauri 1 Quindío 
30 Heilipus lauri 1 Tolima 
32 Heilipus lauri 1 Caldas 
33 Heilipus lauri 1 Caldas 
34 Heilipus lauri 1 Caldas 
37                  Heilipus lauri 1 Caldas 
38                  Heilipus lauri 1 Caldas 
39 Heilipus lauri 1 Caldas 
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40 Heilipus lauri 1 Caldas 
 47 Heilipus lauri 1 Caldas 
 48 Heilipus lauri 1 Caldas 
 51 Heilipus lauri 1 Caldas 
53 Heilipus lauri 1 Caldas 
56 Heilipus lauri 1 Caldas 
57 Heilipus lauri 1 Caldas 
58 Heilipus lauri 1 Caldas 
60 Heilipus lauri 1 Caldas 
63 Heilipus lauri 1 Antioquia 
65 Heilipus lauri 1 Antioquia 
66 Heilipus lauri 1 Antioquia 
67 Heilipus lauri 1 Antioquia 
68 Heilipus lauri 1 Antioquia 
69 Heilipus lauri 1 Antioquia 
71 Heilipus lauri 1 Antioquia 
72 Heilipus lauri 1 Antioquia 
73 Heilipus lauri 1 Antioquia 
74 Heilipus lauri 1 Antioquia 
75 Heilipus lauri 1 Antioquia 
76 Heilipus lauri 1 Antioquia 
77 Heilipus lauri 1 Antioquia 
78 Heilipus lauri 1 Antioquia 
80 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
82   Heilipus odoratus 3 Valle del Cauca 
83 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
84 Heilipus lauri 1 Cauca 
86 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
87 Heilipus lauri 1 Cauca 
89 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
90 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
91 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
92 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
93 Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
94 Heilipus elegans 1 Tolima 
95 Heilipus trifasciatus 1 Antioquia 
96 Heilipus elegans 2 Caldas 
97 Heilipus odoratus 1 Tolima 
98 Heilipus sin identificar SP Caldas 
 99 Heilipus odoratus 2 Antioquia 






F. Anexo: haplotipos para Heilipus 
lauri 
Haplotipo* Individuo** Morfotipo*** Departamento 
I 2Heilipus lauri 1 Antioquia 
 3Heilipus lauri 1 Antioquia 
 4Heilipus lauri 1 Antioquia 
 5Heilipus lauri 1 Antioquia 
 6Heilipus lauri 1 Antioquia 
 7Heilipus lauri 1 Antioquia 
 8Heilipus lauri 1 Tolima 
 10Heilipus lauri 1 Antioquia 
 12Heilipus lauri 1 Tolima 
 14Heilipus lauri 1 Tolima 
 15Heilipus lauri 1 Tolima 
 16Heilipus lauri 1 Tolima 
           18Heilipus lauri 1 Tolima 
                      19Heilipus lauri 1 Tolima 
                      21Heilipus lauri 1 Tolima 
              22Heilipus lauri 1 Tolima 
 23Heilipus lauri 1 Tolima 
 27Heilipus lauri 1 Quindío 
 30Heilipus lauri 1 Tolima 
                       37Heilipus lauri 1 Caldas 
               38Heilipus lauri 1 Caldas 
 39Heilipus lauri 1 Caldas 
 40Heilipus lauri 1 Caldas 
  47Heilipus lauri 1 Caldas 
  48Heilipus lauri 1 Caldas 
 57Heilipus lauri 1 Caldas 
 58Heilipus lauri 1 Caldas 
 66Heilipus lauri 1 Antioquia 
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 67Heilipus lauri 1 Antioquia 
 69Heilipus lauri 1 Antioquia 
 71Heilipus lauri 1 Antioquia 
 72Heilipus lauri 1 Antioquia 
 73Heilipus lauri 1 Antioquia 
 74Heilipus lauri 1 Antioquia 
 75Heilipus lauri 1 Antioquia 
 77 Heilipus lauri 1 Antioquia 
 78Heilipus lauri 1 Antioquia 
 80Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
 83Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
 84Heilipus lauri 1 Cauca 
 86Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
 87Heilipus lauri 1 Cauca 
 89Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
 90Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
 92Heilipus lauri 1 Valle del Cauca 
II 9Heilipus lauri 1 Antioquia 
 32Heilipus lauri 1 Caldas 
 33Heilipus lauri 1 Caldas 
 51Heilipus lauri 1 Caldas 
 53Heilipus lauri 1 Caldas 
 76Heilipus lauri 1 Antioquia 
III 34Heilipus lauri 1 Caldas 
IV 56Heilipus lauri 1 Caldas 
 63Heilipus lauri 1 Antioquia 
 93Heilipus lauri 1 Valle 
V 60Heilipus lauri 1 Caldas 
VI 65Heilipus lauri 1 Antioquia 







G. Anexo: Distribución de haplotipos 
encontrados para la región COI entre 
los diferentes departamentos 
muestreados. 
Haplotipo*      Especie** Morfotipo*** Departamento 
I   2Heilipus lauri        1      Antioquia 
   3Heilipus lauri        1      Antioquia 
   4Heilipus lauri        1      Antioquia 
   5Heilipus lauri        1      Antioquia 
   6Heilipus lauri        1      Antioquia 
   7Heilipus lauri        1      Antioquia 
   8Heilipus lauri        1        Tolima 
   10Heilipus lauri        1      Antioquia 
   12Heilipus lauri        1        Tolima 
   14Heilipus lauri        1        Tolima 
   15Heilipus lauri        1        Tolima 
   16Heilipus lauri        1        Tolima 
   18Heilipus lauri        1        Tolima 
   19Heilipus lauri        1        Tolima 
    21Heilipus lauri        1        Tolima 
    22Heilipus lauri        1        Tolima 
    23Heilipus lauri        1        Tolima 
    30Heilipus lauri        1        Tolima 
    40Heilipus lauri        1        Caldas 
    47Heilipus lauri        1        Caldas 
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    48Heilipus lauri        1        Caldas 
    57Heilipus lauri       1        Caldas 
    58Heilipus lauri       1        Caldas 
    66Heilipus lauri       1       Antioquia 
    67Heilipus lauri       1       Antioquia 
    68Heilipus lauri       1       Antioquia 
    69Heilipus lauri       1       Antioquia 

























   72Heilipus lauri 
 73Heilipus lauri 
 74Heilipus lauri               
 75Heilipus lauri 
 77Heilipus lauri 
 78Heilipus lauri 
 80Heilipus lauri 
 83Heilipus lauri 
















       1       Antioquia 
      1 
      1    
      1    
      1   
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1      
      1   
      1     
      1 
      1 
      1 
      1 
 
      Antioquia 
      Antioquia 
     Antioquia 
      Antioquia 
      Antioquia 
      Antioquia 
Valle del Cauca 
Valle del Cauca 
        Cauca 
Valle del Cauca 
        Cauca 
Valle del Cauca 
Valle del Cauca 
Valle del Cauca 
       Antioquia 
         Caldas   
         Caldas 
         Caldas 
         Caldas 
       Antioquia 
         Caldas 
         Caldas 
        Antioquia 
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98Heilipus sin especie 
 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      1 
      3 
      1 
      2 
      1 
      2 
      1 
     SP 
Valle del Cauca 
        Caldas 
       Antioquia 
       Antioquia 
       Antioquia 
 Valle del Cauca 
 Valle del Cauca 
        Tolima 
      Antioquia 
        Tolima 
        Caldas 
      Antioquia 
         Caldas 
    
    
*En números romanos están denominados los haplotipos. **Se referencian los individuos 






Agronet Ministerio de Agricultura. (2013). Estadísticas Agrícola Área, producción, 
rendimiento y participación. Recuperado el 1 de febrero de 2015, a partir de 
http://www.agronet.gov.co/estadistica/Paginas/default.aspx 
Alarcón, J. J., Arévalo, E., Díaz, A. L., Galindo, J. R., & Mercedes, G. (2012). Manejo 
fitosanitario del cultivo del aguacate Hass (Persea americana Mill) Medidas para la 
temporada invernal. Bogotá: Instituto Colombiano Agropecuario - ICA. 
Antonini, G., Coletti, G., Serrani, L., Tronci, C., Cristofaro, M., & Smith, L. (2009). Using 
molecular genetics to identify immature specimens of the weevil Ceratapion 
basicorne (Coleoptera: Apionidae). Biological Control, 51(1), 152–157. 
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2009.06.010 
Applied Biosystems. (2016). BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit USER 
GUIDE. 
ASOHOFRUCOL, HORTIFRUTICOLA, F. N. D. F., & PRODUCTIVA, P. D. T. (2013). 
Plan de Negocios de Aguacate Programa de Transformación Productiva, 182. 
Badarkci, F., & Skibinski. (1994). Application of the RAPD technique in tilapia fish: 
species and subspecies identification. Heredity, 73, 117–123. 
Bandelt, H. J., Forster, P., & Röhl, A. (1999). Median-joining networks for inferring 
intraspecific phylogenies. Molecular biology and evolution, 16(1), 37–48. 
Barcenas, N. M., Unruh, T. R., & Neven, L. G. (2005). DNA Diagnostics to Identify Internal 
Feeders (Lepidoptera: Tortricidae) of Pome Fruits of Quarantine Importance. Journal 
of Economic Entomology, 98(2), 299–306. https://doi.org/10.1603/0022-0493-
98.2.299 
Bardakci, F., & Skibinski, D. O. F. (1994). Application of the RAPD technique in tilapia 
fish: species and subspecies identification. Heredity, 73(2), 117–123. JOUR. 
BEHURA, S. K. (2006). Molecular marker systems in insects: current trends and future 
avenues. Molecular Ecology, 15(11), 3087–3113. https://doi.org/10.1111/j.1365-
294X.2006.03014.x 
54 Identificación molecular del complejo de picudos (Coleoptera Curculionidae) 
de importancia cuarentenaria en el cultivo de aguacate en Colombia 
 
Bernal, J. A., & Diaz CA. (2005). Manual técnico No. 5: Tecnología para el cultivo del 
aguacate. Rio Negro - Antioquia: Centro de Investigación La Selva. 
Blaxter, M. L. (2004). The promise of a DNA taxonomy. Philosophical transactions of the 
Royal Society of London. Series B, Biological sciences, 359(1444), 669–79. 
https://doi.org/10.1098/rstb.2003.1447 
Brown, B., Emberson, R. M., Paterson, A. M., Philpott, W., Walker, W., & Guenée, W. 
(1999). Mitochondrial COI and II provide useful markers for Wiseana ( Lepidoptera : 
Hepialidae ) species identification. Bulletin of Entomological Research, 89, 287–293. 
Caicedo, A. M., Arévalo, E., & Fernanda, Luisa González, Mercedes del Pilar, Niño, María 
Fernanda Díaz, Benavides, M. E. (2014). Distribución de especies cuarentenarias 
del aguacate hass en el oriente de Antioquia y el Norte del Tolima en Colombia. 
Campbell CW, M. S. (1976). A survey of avocado cultivars. In: Sauls JW, Phillips RL, 
Jackson LK (eds.). The avocado. Proc. 1st Sub-Tropical Fruit Short Course. Univ. 
Florida Coop. 
Carabalí, M. A. (2013). Barrenador grande de la semilla de aguacate. Actualización 
tecnológica en el cultivo de aguacate y buenas prácticas agrícolas. Corpoica 
(Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria). 
Cárdenas M., R. (1984). Plagas en aguacate. Notas y Noticias Entomológicas. 
Castañeda Vildózola, A., & Alvaro. (2008). Bioecología del barrenador grande de la 
semilla de aguacate Heilipus lauri Boheman (Coleoptera: Curculionidae) en la región 
central de México. 
Castañeda-Vildózola, A., Valdez-Carrasco, J., Equihua-Martínez, A., González-
Hernández, H., Romero-Nápoles, J., Solís-Aguilar, J. F., & Samuel, R.-A. (2007). 
Genitalia de tres especies de Heilipus Germar (Coleoptera: Curculionidae) que 
dañan frutos de aguacate (Persea americana Mill) en México y Costa Rica. 
Neotropical Entomology, 36(6), 914–918. https://doi.org/10.1590/S1519-
566X2007000600013 
CIPF, & Fitosanitaria, S. de la C. I. de P. (2005). Directrices para la vigilancia. 
Clay D.O, & Wolstenholme D.R. (1985). The ribosomal RNA genes of Drosophila 
mitochondrial DNA. Nucleic acids research, 13(11), 4029–45. 
https://doi.org/10.1093/NAR/13.11.4029 
Cox, A. J., & Hebert, P. D. (2001). Colonization, extinction, and phylogeographic 
patterning in a freshwater crustacean. Molecular ecology, 10(2), 371–86. 
Bibliografía 55 
 
Crozier, R. H., & Crozier, Y. C. (1993). The mitochondrial genome of the honeybee Apis 
mellifera: complete sequence and genome organization. Genetics, 133(1). 
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